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摘   要：为研究铁皮石斛(Dendrobium officinale)应激活化蛋白激酶(stress-activated protein kinase, 
SAPK)基因家族的功能，综合多种生物信息学技术鉴定铁皮石斛 SAPK (DoSAPK)家族成员，分析

它们的理化特性、染色体定位、系统进化树、基因结构和启动子顺式作用元件等，并通过荧光定量

PCR 技术检测它们在不同组织、低温处理及盐胁迫处理后的表达量。结果表明，铁皮石斛有 8 个

SAPK 家族成员，分为 group I、group II 和 group III 亚家族，分布在 7 条染色体上，且 2 对基因间

存在复制关系。在同一亚族中的家族成员具有类似的基因结构、保守基序和蛋白质二级结构。

DoSAPK 家族基因的启动子区域富含大量激素响应和胁迫应答相关的调控元件。不同 DoSAPK 成员

在铁皮石斛各组织中均有不同程度的表达，具有组织表达特异性。在低温和盐胁迫处理下呈现差异

化表达，可能受到低温和盐胁迫的调控，特别是 DoSAPK1 在铁皮石斛逆境应答过程中可能起着重

要的作用。本研究为铁皮石斛 DoSAPK 家族基因及其功能的深入研究提供了参考。 
关键词：铁皮石斛；SAPK 家族；基因表达；非生物胁迫 
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members in Dendrobium officinale, we employed multiple bioinformatics methods to identify the 
members of this family. The physicochemical properties, chromosomal localization, phylogenetic 
relationship, gene structure, and cis-acting elements of each D. officinale SAPK (DoSAPK) 
member were analyzed. In addition, their expression profiles in different tissues and under the 
low-temperature or salt stress treatment were determined by real-time fluorescence quantitative 
PCR. The results showed that D. officinale carried eight DoSAPK family members, which 
belonged to three groups (groups I, II, and III). These genes were located on seven chromosomes, 
and there were two pairs of genes with replication. The DoSAPK members within the same group 
had similar gene structures, conserved motifs, and secondary structures. The cis-acting elements 
in the promoter regions of DoSAPK genes included abundant hormone and stress response 
elements. DoSAPK family members presented tissue-specific expression in D. officinale. 
Furthermore, they were differentially expressed under the low-temperature or salt stress 
treatment, which suggested that they might be involved in the responses to low-temperature and 
salt stress. Intriguingly, DoSAPK1 might play a role in the abiotic stress responses. The results 
laid a foundation for in-depth study of the members and roles of the DoSAPK gene family. 
Keywords: Dendrobium officinale; SAPK family; gene expression; abiotic stress 

 
铁皮石斛(Dendrobium officinale Kimura et 

Migo)为多年生草本药用植物，具有滋阴清热、

益胃生津等功效，是我国传统珍稀中药材。在自

然条件下，铁皮石斛生长缓慢，主要附生于一些

高大乔木、阴湿的树干或石灰岩上，喜欢温暖、

湿润的环境，对生长环境和气候条件的要求都十

分苛刻[1]。长期以来，铁皮石斛主要依赖其野生

资源，但由于铁皮石斛自然结实率低(不到 5%)、
品质退化严重、生长周期偏长等问题，野生铁皮

石斛已濒临灭绝[2]。因此，如何提高铁皮石斛耐

低温、抗干旱等适应逆境的能力，从而提高其产

量和品质始终是研究的热点。 
蔗 糖 非 发 酵 相 关 蛋 白 激 酶 (sucrose 

non-fermenting-1-related protein kinase, SnRK)是
一类植物特异存在的丝氨酸-苏氨酸类蛋白激

酶，依据其蛋白质序列的相似性和结构域的保守

性，可分为 3 个亚家族：SnRK1、SnRK2 和

SnRK3[3]。SnRK2 可被高渗透胁迫诱导，又称为

应 激 活 化 蛋 白 激 酶 (stress-activated protein 
kinase, SAPK)，在脱落酸(abscisic acid, ABA)信

号通路中起核心作用[4-5]。ABA 不仅调控植物生

长发育，也在低温、盐渍等过程中起到关键作用。

ABA 信号传导过程中，缺失 ABA 的情况下，

ABA 受 体 吡 咯 菌 素 耐 药 性 1 (pyrabactin 
resistance 1-like, PYR1/PYL1)蛋白不能与蛋白磷

酸酯酶 2C (protein phosphatase 2C, PP2C)结合，

阻止了 SAPK 被激活；存在 ABA 的情况下，ABA
受体 PYR/PYL 与 A 型 PP2C 相互作用，进而解

除 PP2C 对 SAPK 的抑制作用，SAPK 可激活下

游底物靶点，促进植物抵抗逆境[6-7]。 
近年来，SAPK 基因家族已在多种植物中被

鉴定，例如拟南芥 [Arabidopsis thaliana (L.) 
Heynh.][8]、水稻 (Oryza sativa L.)[9]、黑麦草

(Lolium perenne L.)[10] 、 薄 壳 山 核 桃 [Carya 
illinoensis (Wangenh.) K. Koch][11]等。在拟南芥

中鉴定的 10 个 SAPK 基因中，有 9 个(AtSnRK2.9
除外)成员能被甘露醇及 NaCl 造成的高渗胁迫

诱导，其中 AtSnRK2.1、AtSnRK2.4、AtSnRK2.5、
AtSnRK2.9 和 AtSnRK2.10 隶属于不被 ABA 激

活 的 成 员 [12] ； AtSnRK2.2 、 AtSnRK2.3 和
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AtSnRK2.6 是强烈响应 ABA 信号通路的关键正

调控因子，通过磷酸化下游的细胞分裂素负调节

子(Arabidopsis response regulator 5, ARR5)，参与

细胞分裂素和 ABA 信号串扰和植株抗旱性[13]。

AtSnRK2.8 磷酸化转录因子 NAC62 调控代谢过

程，也受假单胞菌诱导，参与植物免疫过程[14]。

AtSnRK2.4 和 AtSnRK2.10 主要通过调控水通道

蛋白的转录水平来改善根系构造，维持高水平光

合作用和缓解氧化损伤，从而提高拟南芥的耐盐

胁 迫 水 平 [15] 。 AtSnRK2.4 、 AtSnRK2.6 、

AtSnRK2.7 及 AtSnRK2.9 还能显著响应低温胁

迫[16]。在水稻中获得的 10 个 SAPK 基因被证实

均能被渗透胁迫诱导，OsSAPK2 可上调抗氧化

酶相关基因的转录水平，促进气孔关闭，增强活

性氧(reactive oxygen species, ROS)清除能力，从

而提高水稻的抗旱能力[17]；OsSAPK6 是耐冷性

正调控因子，可磷酸化水稻理想株型蛋白(ideal 
plant architecture 1, IPA1)，并促进其表达，激活

OsSAPK6-IPA1-OsCBF3 级联信号，提高水稻的

耐冷性[18]。然而截至目前对 SAPK 家族蛋白的

研究主要聚焦于模式植物，铁皮石斛 SAPK 
(DoSAPK)基因家族及其成员的表达特征尚不

清楚。 
为研究 SAPK 蛋白在铁皮石斛生长发育及

逆境应答中的生物学功能，本研究基于铁皮石斛

染色体级别的基因组[19]，利用生物学信息学方

法，对铁皮石斛 SAPK 基因家族进行了全基因组

鉴定，并对它们的理化性质、保守基序、进化关

系、染色体定位及在不同组织器官、低温处理、

盐胁迫处理下的表达水平进行了分析，为进一步

研究铁皮石斛 SAPK 蛋白的功能提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料和处理 

铁皮石斛(D. officinale)采收自浙江中医药

大学药用植物园温室(E 119.89°, N 30.08°)，于

2022 年 6 月开花期间采摘根、茎、叶、花等不

同器官，分析 DoSAPK1−DoSAPK8 基因在不同

组织的表达水平。铁皮石斛组培苗培养条件与

先前报道一致 [20]，将 6 月龄的组培苗转接至

250 mmol/L NaCl 的 1/2 Murashige & Skoog 
(MS)培养基中，在(25±2) ℃、12 h/12 h (光照/
黑暗交替)、光照强度为 100 mmol/(m2·s)的人工

气候室中培养，分别在 0、4、12 h 后收集铁皮

石斛的叶和根[21]，分析 DoSAPK1−DoSAPK8 基

因响应盐胁迫的表达量。将 60株组培苗转移至

0 ℃培养箱，以 25 ℃培养的组培苗为对照，6 h
后收集叶片，分析DoSAPK1−DoSAPK8基因响应

低温的表达量。以上样品经液氮速冻后，保存

于−80 ℃冰箱备用。 

1.2  DoSAPK 基因家族的挖掘与鉴定 
在国家水稻数据中心(https://www.ricedata.cn/)

下载已发表的 10 条水稻 SAPK 蛋白序列当作种

子序列，在铁皮石斛基因组[19]中采用 BLAST 比

对方法(E-value<1e−5)获取 SAPK 同源序列。利

用 NCBI-CDD 平台[22]对所得到的同源序列进行

二次筛选并确定候选 SAPK，并对 SAPK蛋白的

保守结构域进行完整性检测，通过 Pfam 平台

(https://pfam.xfam.org)得到 SAPK 的保守结构域

(PF00069)，通过HMMER3.0程序[23]，验证铁皮

石斛基因组中的 SAPK 候选成员。最终确定 8 个

SAPK 家族成员，据其在染色体上的位置命名

为 DoSAPK1−DoSAPK8。 

1.3  分析 DoSAPK 蛋白的理化特性、二级

结构、基因分布及亚细胞定位 
通过 ExPASy 门户网站(www.expasy.org)计

算铁皮石斛 DoSAPK1−DoSAPK8 的氨基酸长

度、蛋白分子量、理论等电点、不稳定性指数、

脂溶指数和总平均亲水性等理化特性。利用

WoLF PSORT 预测网站(https://wolfpsort.hgc.jp/)推
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断 DoSAPK1−DoSAPK8 蛋白在亚细胞器的分

布。利用工具 SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr/)
预测 DoSAPK1−DoSAPK8 蛋白的二级结构。依

据铁皮石斛基因组注释信息判定 DoSAPK1− 
DoSAPK8 基因在染色体上的分布情况，借助

TBtools 程序[24]将 DoSAPK1−DoSAPK8 基因锚定

在相应染色体上，绘制 DoSAPK1−DoSAPK8 基

因的染色体分布。 

1.4  构建铁皮石斛 DoSAPK 家族成员的系

统发育进化树 
利用Phytozome公共平台(www.phytozome.net)

获取拟南芥、马铃薯(Solanum tuberosum)、绿

豆 (Vigna radiata) 、 玉 米 (Zea mays) 、 藜 麦

(Chenopodium quinoa)、水稻中已公布的 SAPK
氨基酸序列，据此绘制系统发育进化树。采用

ClustalX 软件(www.clustal.org/)对铁皮石斛、拟

南芥、水稻、绿豆、马铃薯、玉米、藜麦中的

71 个 SAPK 蛋白序列进行多重序列比对，通过

MEGA X 软件[25]的邻近法(neighbor joining, NJ)
建立铁皮石斛 SAPK 家族成员的系统发育进化

树，步长(bootstrap)值设定为 1 000，其余参数

设为默认。 

1.5  分析铁皮石斛 DoSAPK 家族蛋白的保

守基序及基因结构 
采用 MEME 线上工具(https://meme-suite.org)

检索铁皮石斛 DoSAPK1−DoSAPK8 蛋白序列

的保守基序 (motif)，将 motif 检索数目设为

10，利用 TBtools 程序[24]标识保守基序的分布

位置及数量。 
根据铁皮石斛基因组的注释信息搜索

DoSAPK1−DoSAPK8 基因中非编码区(untranslated 
regions, UTR)和外显子(exon)的数量及分布情

况，通过 GSDS2.0 在线网站(http://gsds.gao-lab.org/)
将铁皮石斛 DoSAPK1−DoSAPK8 基因的结构图

谱进行可视化。 

1.6  预测铁皮石斛 DoSAPK 家族基因启动

子区域的顺式作用元件 
通 过 PlantCARE 公 共 平 台 (https:// 

bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)
预测铁皮石斛 DoSAPK1−DoSAPK8 基因上游  
2 000 bp 区域的顺式作用元件，借助 TBtools 程

序[24]对逆境响应相关顺式作用元件进行可视化。 

1.7  分析铁皮石斛 DoSAPK 家族基因在不

同组织器官的表达情况 
为研究铁皮石斛 SAPK 基因家族在不同组

织器官的表达模式，从 NCBI 下载铁皮石斛

茎、叶、根、花蕾、萼片、唇瓣、花粉、合蕊

柱、根尖、气生根的 RNA-seq 数据 [26]，通过

HISAT、StringTie 和 Ballgown 软件[27]组装与评

估转录本，并获得铁皮石斛在不同组织器官的

表达量，最终利用 TBtools 软件 [24] 可视化

DoSAPK1−DoSAPK8 基因的表达水平。 

1.8  分析铁皮石斛 DoSAPK 家族基因在低

温及盐胁迫处理下的表达情况 
按照通用植物 RNA 提取试剂盒(多糖/多酚

系列，北京华越洋生物科技有限公司)操作说明

书依次提取受低温及盐胁迫处理铁皮石斛根或

叶的总 RNA[28]，采用 NanoDrop2000 超微量分

光光度计(Thermo Fisher Scientific)测定所得总

RNA 的浓度和质量。根据 PrimeScript™ RT 
reagent Kit (TaKaRa)操作说明书逆转录生成第一

链 cDNA，产物用于检测 DoSAPK1−DoSAPK8 基

因响应低温及盐胁迫处理下的表达情况。 
以铁皮石斛延长因子 (elongation factor 1 

alpha, EF-1α) 为 管 家 基 因 [29] ， 通 过 Primer 
Premier 5.0 生成 DoSAPK1−DoSAPK8 基因的荧

光定量 PCR 引物(表 1)。将低温及盐胁迫处理下

铁皮石斛根或叶的 cDNA 浓度定量为 50 ng/μL，
根据荧光染料 iTaq™ universal SYBR® Green 
(Bio-Rad Laboratories)说明书，配制 10 μL 的反 
应体系：5 μL的 iTaq™ SYBR® Green supermix， 
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1 μL 50 ng/μL 的模板，1 μL 10 mmol/L 的上/下游

引物，3 μL 灭菌水。溶液平衡后置于 ABI 7500
荧光定量 PCR 仪(Applied Biosystems)中依次进

行：预变性 95 ℃ 30 s；变性 95 ℃ 10 s，退火

60 ℃ 30 s，循环 40 次。通过 2–∆∆Ct 法[30]计算铁

皮石斛 DoSAPK1−DoSAPK8 在低温及盐胁迫处

理下的相对表达量，每个处理的样品含 3 个生

物学重复，通过 Student’s t-test 比较处理组与对

照组间的差异显著性。 

2  结果与分析 
2.1  铁皮石斛 DoSAPK 基因家族的鉴定及

理化特性分析 
综合多种生物信息学技术，在染色体级别

的铁皮石斛基因组中鉴定得到 8个SAPK家族成

员，根据它们所在的亚家族类群及染色体上的

位置依次命名为 DoSAPK1−DoSAPK8 (表 2)。
ExPASy 分析结果发现，8 个铁皮石斛 DoSAPK
成员的氨基酸长度介于 226−387 aa，最大的为

DoSAPK4；蛋白分子量为 25.97−44.66 kDa，平

均分子量为 38.66 kDa ；理论等电点介于

4.66−8.50 之间，平均值为 5.74；不稳定性指数

介于 34.16−53.53，脂溶指数介于 77.11−89.82；
DoSAPK1−DoSAPK8蛋白均具有较强的亲水性，

以 DoSAPK2 蛋白的亲水性最强。亚细胞定位预

测显示，8 个 DoSAPK 成员均定位在细胞质。 

2.2  铁皮石斛 DoSAPK 家族基因的染色体

定位分析 
根据铁皮石斛全基因组注释结果，绘制了

DoSAPK 家族成员的染色体定位图谱(图 1A)。 
 

表 1  本研究所用的引物序列 
Table 1  Primer sequences used in this study 
Primer name Forward primer (5′→3′) Reverse primer (5′→3′) 
EF-1α GCTTGAGAAGGAGCCCAAGT CCAACAGCCACAGTTTGTCG 
DoSAPK1 TCCAGACTATGTGAGGGTATCA ACCAAGGGTGTTTCCTTATCTC 
DoSAPK2 GGAATCCACCTACCTCAATCAC CTCTTCCTCCTCCTCTTCATCT 
DoSAPK3 GGACATTGGGTCTGGTAACTT CCACATTCTCGTCGATCTTCTT 
DoSAPK4 GTGATGCTTGTAGGAGGCTATC GGGTATGGTGTACTGAACTGAC 
DoSAPK5 CATGACAGCGATCGATACGAG GCTCCATGGTCTGCTTATCTC 
DoSAPK6 CCCAGCTTATATAGCACCAGAG GGATATGATCCCACCAGCATTA 
DoSAPK7 CATCTTCTCTCCCGGATCTTTG ACTGCCTGTGCTATTTCAGTTA 
DoSAPK8 TGTATCTCCCGAGTGTAGACAT GATCAGCAGGGAGGTTCTTTAG 

 
表 2  铁皮石斛 DoSAPK 蛋白的理化特性分析 
Table 2  Physicochemical properties of DoSAPK proteins in Dendrobium officinale 
Protein name Number of  

amino acid (aa) 
Molecular 
weight (kDa) 

Isoelectric 
point 

Instability 
index 

Aliphatic 
index 

Grand average of 
hydropathicity 

Subcellular 
localization 

DoSAPK1 341 39.04 5.62 43.03 87.98 −0.30 Cytoplasm 
DoSAPK2 359 41.39 5.58 46.50 82.84 −0.58 Cytoplasm 
DoSAPK3 226 25.97 8.50 35.53 87.12 −0.26 Cytoplasm 
DoSAPK4 387 44.66 5.17 53.53 77.11 −0.57 Cytoplasm 
DoSAPK5 330 37.59 4.66 37.05 89.82 −0.19 Cytoplasm 
DoSAPK6 334 37.87 5.69 34.16 86.98 −0.42 Cytoplasm 
DoSAPK7 361 41.60 5.81 45.84 82.33 −0.56 Cytoplasm 
DoSAPK8 363 41.17 4.90 35.84 87.30 −0.25 Cytoplasm 
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图 1  铁皮石斛 DoSAPK 家族成员的染色体定位(A)及基因复制事件分析(B) 
Figure 1  Chromosomal localization (A) and replication events (B) of the DoSAPK family in Dendrobium 
officinale. 
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结果显示，8 个 DoSAPK 成员分布在 Chr5、
Chr8、Chr13、Chr14、Chr15、Chr16 和 Chr19
这 7 条染色体上，Chr5 染色体上有 2 个

(DoSAPK1、DoSAPK2)，其余染色体上均存在

1 个成员。 
进一步研究了 DoSAPK 家族基因间的共线

性关系(图 1B)，结果显示，铁皮石斛染色体间

存在有 2 条共线性关系，DoSAPK2 和 DoSAPK7
存在物种内共线关系，推测 DoSAPK 家族成员

在进化过程中可能发生了基因复制事件。 

2.3  铁皮石斛 DoSAPK 家族成员的系统发

育树分析 
为了分析 DoSAPK 家族蛋白的系统进化关

系，通过 MEGA 软件绘制了铁皮石斛、拟南

芥、水稻、绿豆、马铃薯、玉米、藜麦中的71条

SAPK 蛋白序列的系统发育树(图 2)，结果显

示，所有 SAPK 蛋白主要分为 group I、group II
和 group III 这三大分支，4 个成员(DoSAPK2、
DoSAPK3、DoSAPK4、DoSAPK7)隶属 group I，
2 个成员(DoSAPK5、DoSAPK8)隶属 group Ⅱ， 

 

 
 

图 2  铁皮石斛、拟南芥、水稻、绿豆、马铃薯、玉米、藜麦 SAPK 家族成员的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree of SAPK family members in Dendrobium officinale, Arabidopsis thaliana, Oryza 
sativa, Vigna radiata, Solanum tuberosum, Zea mays, and Chenopodium quinoa. 
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2个成员(DoSAPK1、DoSAPK6)隶属 group III。
铁皮石斛 DoSAPK 蛋白与单子叶植物水稻、玉

米、藜麦 SAPK 蛋白的亲缘关系较近，与双子

叶植物拟南芥、马铃薯、绿豆中 SAPK 蛋白的

亲缘关系较远，这可能是因为植物 SAPK 蛋白

较为保守地存在单子叶植物与双子叶植物中，

独立进化出相对平行的 2 个分支。 

2.4  铁皮石斛 DoSAPK 家族成员的保守基

序和基因结构分析 
基于铁皮石斛全基因组的注释文件，绘制

了 DoSAPK 家族成员的基因结构(图 3A)，结果

显示，2 个成员(DoSAPK2、DoSAPK3)不含非编

码区，DoSAPK5 不含 3′-UTR，其余成员均含有

3′-UTR 和 5′-UTR。所有 DoSAPK 家族成员含

4−9 个外显子，DoSAPK6 长度达到 33 500 bp，

含有 9 个外显子和 2 个 UTR，而 DoSAPK1 长度

仅为 3 936 bp，也含有 9 个外显子和 2 个 UTR。 
铁皮石斛 DoSAPK 家族成员中鉴定到 10 个

保 守 基 序 ( 图 3B−3C) ， 结 果 显 示 ， 所 有

DoSAPK 家族成员含有 6−10 个保守基序，均具

有 motif 1、2、3、6 和 8，DoSAPK8 含有 10 个

保守基序，DoSAPK3 含有 6 个保守基序， 
motif 9 仅分布在 group II 的 DoSAPK5 和

DoSAPK8 中。 

2.5  铁皮石斛 DoSAPK 家族成员的二级结

构分析 
通过 SOMPA 软件分析了 DoSAPK 家族蛋

白的二级结构(表 3)，结果显示，DoSAPK 家

族蛋白均含有 α-螺旋、β-折叠、延伸链和随机

卷曲 4 种二级结构类型，所占比例大小依次为 
 

 
 

图 3  铁皮石斛 SAPK 家族成员的基因结构(A)、保守基序(B)及基序标识(C) 
Figure 3  Gene structure (A), conserved motifs (B), and logo (C) analysis of DoSAPK family in Dendrobium 
officinale. 
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α-螺旋(平均 39.50%)、随机卷曲(平均 39.25%)、
延伸链(平均 15.59%)和 β-折叠(平均 6.67%)。
DoSAPK7 的 α- 螺 旋 占 比 (44.32%) 最 高 ，

DoSAPK3 的 延 伸 链 占 比 (19.03%) 最 高 ，

DoSAPK5 的 β- 折 叠 (6.67%) 占 比 最 高 ，

DoSAPK1 的随机卷曲(47.51%)占比最高。 

2.6  铁皮石斛 DoSAPK 家族蛋白的序列同

源性及互作关系分析 
蛋白序列一致性比对结果表明，DoSAPK2

和 DoSAPK7 间的一致性最高，达 95.58%，其

次 是 DoSAPK3 和 DoSAPK7 (94.25%) 、

DoSAPK4 和 DoSAPK7 (93.81%)、DoSAPK2 和

DoSAPK3 (93.36%)、DoSAPK2 和 DoSAPK4 
(92.04%)、DoSAPK5和DoSAPK8 (78.32%)，同

一亚家族成员之间的蛋白一致性较高(图 4A)。 
蛋白质互作分析显示，8 个 DoSAPK 家族

蛋白间存在互作关系，尤其是 DoSAPK5 和

DoSAPK6 互作指数较高，并与下游 PP2C6、
PP2C30、PP2C50、脱落酸不敏感 5 (abscisic 
acid insensitive 5, ABI5)和碱性亮氨酸拉链 23 
(basic leucine zipper, bZIP23)蛋白靶点存在互作

(图 4B)。 
 

表 3  铁皮石斛 DoSAPK 蛋白的二级结构分析 
Table 3  Analysis of secondary structure of DoSAPK proteins in Dendrobium officinale 
Protein name Alpha helix (%) Extended strand (%) Beta turn (%) Random coil (%) 
DoSAPK1 31.96 15.25 5.28 47.51 
DoSAPK2 42.62 14.48 5.57 37.33 
DoSAPK3 38.94 19.03 6.19 35.84 
DoSAPK4 40.05 14.47 4.65 40.83 
DoSAPK5 36.97 16.67 6.67 39.70 
DoSAPK6 42.81 15.27 5.39 36.53 
DoSAPK7 44.32 13.57 5.26 36.84 
DoSAPK8 38.29 15.98 6.34 39.39 

 

 
 

图 4  铁皮石斛 DOSAPK 家族蛋白的序列同源性及互作分析 
Figure 4  Analysis of homology and protein-protein interaction of DoSAPK family members in Dendrobium 
officinale. A: Sequence homology of DOSAPK family members. B: Protein-protein interaction of DoSAPK 
family members. 
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2.7  铁皮石斛 DoSAPK 基因家族顺式作用

元件分析 
利用 PlantCARE 网站预测了铁皮石斛

DoSAPK 家族基因启动区域的顺式元件及其参

与植物激素和逆境胁迫应答的生物学功能，在

DoSAPK1−DoSAPK8基因的启动子区域找到 10种

顺式元件(干旱诱导、防御诱导、厌氧诱导、胁

迫响应、低温响应、脱落酸响应、水杨酸响

应、茉莉酸响应、赤霉素响应、生长素响应)，

并标注了它们的数量及位置分布(图 5)。结果显

示，DoSAPK 家族成员含有 3−9 种顺式元件，

DoSAPK4 启动子上存在 9 种顺式元件(生长素除

外)，而 DoSAPK4启动子上仅含 3种顺式元件。

所有 DoSAPK 成员启动子上均含有胁迫响应元

件，87.5%的成员启动子上含有脱落酸响应元

件(DoSAPK5除外)，5个成员启动子上含有低温

响应元件。 

2.8  铁皮石斛 DoSAPK 家族基因的组织表

达特性分析 
为了明晰铁皮石斛 DoSAPK 成员在不同组

织中的表达特征，通过 qRT-PCR 检测了 8 个

DoSAPK 家 族 基 因 在 铁 皮 石 斛 花 蕾 (flower 

bud) 、 萼 片 (sepal) 、 唇 瓣 (labellum) 、 花 粉

(pollinium)、合蕊柱(gynostemium)、茎(stem)、

叶(leaf)、根(root)、绿色根尖(green root tip)、白

色气生根(white part root)的表达情况(图 6)，结

果显示，DoSAPK 家族成员在所有组织中均有

表达，但具有组织表达特异性且成员间的表达

水平存在差异，DoSAPK2 和 DoSAPK5 在茎中

的表达最高，DoSAPK1 在叶中的表达最高，

DoSAPK3、DoSAPK4 分别在根部的根、根尖中

表达最高，DoSAPK6、DoSAPK7、DoSAPK8 分

别在花器官的唇瓣、合蕊柱、叶片中表达最

高，暗示它们在不同组织发育中可能起重要的

作用。 

2.9  铁皮石斛 DoSAPK 家族基因在低温处

理下的表达分析 
由于 DoSAPK 家族成员的启动子上含有大量

逆境响应元件(图 5)，因此分析了 DoSAPK 家族  
基因在低温处理下的表达水平(图7)，结果显示，

3 个基因(DoSAPK1、DoSAPK2、DoSAPK8)在低

温 处 理 后 呈 现 上 调 表 达 ； 其 余 5 个基因

(DoSAPK3、DoSAPK4、DoSAPK5、DoSAPK6、

DoSAPK7)在低温处理后呈现下调表达。 
 
 

 
 

图 5  铁皮石斛 DoSAPK 家族基因启动子的顺式作用元件分析 
Figure 5  Analysis of cis-regulatory elements on the promoters of DoSAPK family in Dendrobium officinale. 
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图 6  铁皮石斛 DoSAPK 家族基因的组织表达分析 
Figure 6  Tissue-specific expression of DoSAPK family genes in Dendrobium officinale. Fl: Flower bud. Se: Sepal. La: 
Labellum. Po: Pollinium. Gy: Gynostemium. St: Stem. Le: Leaf. Ro: Root. Rg: Green root tip. Rw: White part root. 

 

 
 

图 7  铁皮石斛 DoSAPK 家族基因在低温处理下的表达水平 
Figure 7  Expression levels of DoSAPK family under low-temperature stress in Dendrobium officinale. 
Significances (P<0.01) were marked with asterisk (**). CK: Control (25 ℃). TR: Treatment (0 ℃). 
 
2.10  铁皮石斛 DoSAPK 家族基因在盐胁迫

处理下的表达分析 
与此同时，分析了铁皮石斛叶片和根系中

DoSAPK 家族基因响应盐胁迫处理的表达水平

(图 8 和图 9)，结果显示，盐胁迫处理下，DoSAPK7 

在叶或根中的表达量均没有显著性差异。在叶

片中，共有 4 类基因表达的模式：2 个基因

(DoSAPK4、 DoSAPK6)呈现不断上调表达；

DoSAPK3 呈现先增加后减少的表达趋势；4 个基

因(DoSAPK1、DoSAPK2、DoSAPK5、DoSAPK8) 
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图 8  铁皮石斛叶中 DoSAPK 家族基因在盐胁迫处理下的表达分析 
Figure 8  Tissue-specific expression of DoSAPK family genes in Diendrobium officinale leaves. Significances 
(P<0.01) were marked with asterisks (**). 

 

 
 

图 9  铁皮石斛根中 DoSAPK 家族基因在盐胁迫处理下的表达分析 
Figure 9  Tissue-specific expression of DoSAPK family genes in Dendrobium officinale roots. Significances 
(P<0.01) were marked with asterisks (**). 
 
呈现先减少后增加的表达趋势。在根中，3 个

基因 (DoSAPK1、 DoSAPK4、 DoSAPK6)呈现

不 断 上 调 表 达 ， 3 个 基 因 (DoSAPK3 、

DoSAPK5、DoSAPK8)呈现先减少后增加的表

达趋势。 

3  讨论与结论 
为了适应持续变化的不利条件，植物进化

出应对逆境胁迫的响应机制，激活相应基因表

达来协调生长与防御[7]。SAPK 是一类植物特异



 
 

姚馨怡 等 | 铁皮石斛 SAPK 基因家族鉴定及表达模式分析 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1207 

的丝氨酸/苏氨酸类蛋白激酶，通过磷酸化修饰

调控靶蛋白活性，在植物生长发育、代谢产物

合成和环境胁迫应答中发挥关键作用[15-16]。本

研究共在铁皮石斛基因组中鉴定到 8个 DoSAPK
家族成员，比拟南芥(10 个)[8]、水稻(10 个)[9]、

薄 壳 山 核 桃 (13 个 )[11] 、 陆 地 棉 (Gossypium 
hirsutum；20 个)[31]中的数量少，比甜菜(Beta 
vulgaris L.；6 个)[32]、甜樱桃(Prunus avium L.；
6 个)[33]中的数量多，表明铁皮石斛中的 SAPK
成员数量适中，可能与铁皮石斛普遍适应低

温、干旱、强光照等逆境的需求相关。此

外，8 个 DoSAPK 成员分布在 7 条染色体上，每

条染色体上含有 1−2个成员，并存在 1对串联复

制基因(DoSAPK2 和 DoSAPK7)，该基因重复事

件可能是由染色体片段复制事件引起的[21]，也

可能是由单基因复制(转座、逆转录转座等)事
件引起的。 

铁皮石斛 8 个 DoSAPK 成员的氨基酸平均

数为 338，分子量平均值为 38.66 kDa，pI 平

均值 5.74，与其他物种中 SAPK 蛋白分子量约

40 kDa 且为酸性蛋白质氨基酸(pI<7.0)相一致[3]，

表明 SAPK 家族蛋白在植物中相对保守。

DoSAPK 家族蛋白均是亲水蛋白，暗示它们在

响应环境胁迫应答中发挥重要的作用，二级结构

以具有刚性的 α-螺旋为主(平均占比 39.50%)，为

蛋白质的构象提供支撑力[10]。 
DoSAPK 家族成员分为 group I、group II 和

group III 这三大亚家族，与单子叶玉米、藜麦

亲缘关系相对较近，与双子叶拟南芥、绿豆、

马铃薯亲缘关系相对较远，与早期植物 SAPK
蛋白进化为两支的观点相一致[16]。单子叶与双

子叶植物中的 SAPK 成员在进化上相对独立且

保守，具有不同的路径和进化趋势，进而呈现

2 个相对独立的平行进化类群[11]。DoSAPK 蛋

白序列的 N 端高度保守，具有 2 个保守结构

域：蛋白激酶激活位点(motif 1)和 ATP 结合位

点(motif 3)，是 DoSAPK激活所必需的[32]。C端

序列的变异性较大，含有受逆境胁迫的结构域 I 
(motif 7)和受 ABA 诱导的结构域 II (motif 10)，
它们是导致 SAPK 蛋白功能多样性和复杂性的

基础[34]。 
启动子区域存在大量的顺式作用元件，对

基因的转录和表达具有显著影响。多种非生物

(高盐、低温、干旱)逆境能诱导 SAPK 基因的表

达，其启动子上游的顺式元件对其表达量起着

至关重要的影响[4]。铁皮石斛 DoSAPK 家族基

因启动子区域富集了大量脱落酸、茉莉酸等激

素响应元件，以及低温、干旱诱导等逆境响应

元件。各个成员包含的元件数量与种类也存在

差异，推测铁皮石斛 DoSAPK 家族基因的表达

可能与激素诱导及抗逆应答有关，与水稻[35]、

甜菜[32]、甜樱桃[33]等 SAPK 蛋白响应非生物胁

迫相一致。低温促进铁皮石斛叶中 3个 DoSAPK
基因显著上调表达，盐胁迫处理促进铁皮石斛

叶中 5 个 DoSAPK 基因显著上调表达，根中 5 个

DoSAPK 基因显著上调表达。非生物逆境(低
温、盐渍)处理下，植物内源 ABA 与受体蛋白

PYR/PYL 结合后，解除磷酸酶 PP2C 对激酶

SAPK活性的抑制，激活 SAPK的表达，进而激

活 ABA 响应基因的表达，提升植物的耐冷、耐

盐性 [6,35]。有趣的是，铁皮石斛叶中高表达的

DoSAPK1 基因同时被低温和盐胁迫处理诱导表

达，这与该基因的启动子区域鉴定到的低温响

应、防御与胁迫元件相吻合，具体分子机制有

待进一步研究。 
本研究从全基因组水平鉴定出铁皮石斛

SAPK 家族成员，对其理化性质、系统进化、染

色体定位、基因结构、顺式元件和保守基序进行

了分析，并分析了 DoSAPK 家族基因在不同组

织、低温及盐胁迫下的表达，为解析 DoSAPK
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基因在铁皮石斛生长发育及逆境应答中的功能

提供了理论依据。 
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